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Staphylococcus epidermidis is een ziekenhuisgerelateerde pathogeen die 
geassocieerd wordt met infecties van inwendige medische implantaten. De 
mogelijkheid van S. epidermidis om te hechten op biomateriaal oppervlakken en 
biofi lms te vormen dragen bij aan de virulentie. Biofi lm vorming van S. epidermidis 
wordt beïnvloed door de aanwezigheid van polysacharide intercellulaire adhesine, 
wat gesynthetiseerd wordt door eiwitten die gecodeerd liggen in het icaADBC 
operon.
Het regulatie netwerk voor controle van icaADBC expressie alsmede andere 
factoren die betrokken zijn bij biofi lm vorming van S. epidermidis zijn beschreven 
in hoofdstuk 1. Verder worden hier de rol van fysisch-chemische eigenschappen 
van het bacterie oppervlak en de invloed van biocides in de aanhechting en 
biofi lm vorming beschreven. Het belangrijkste doel van dit proefschrift was om 
de regulatie van icaADBC genexpressie tijdens biofi lm vorming van klinische S. 
epidermidis isolaten te bestuderen op verschillende biomaterialen en hoe signalen 
uit de omgeving deze regulatie beïnvloeden.
Expressie van ica is onderhevig aan fenotypische variatie welke kan resulteren 
in heterogeniteit in oppervlakte eigenschappen van individuele bacteriën in 
reinkweken. In hoofdstuk 2 werd de relatie tussen fenotypische variatie van 
klinische S. epidermidis stammen, biofi lm vorming en electroforetische mobiliteit 
onderzocht. Vijf klinische S. epidermidis isolaten vertoonden fenotypische 
variatie, zoals bleek uit zowel zwarte als rode kolonies op Congo Red Agar platen. 
Zwarte kolonies resulteerden in een bi-modale distributie van de electroforetische 
mobiliteit bij pH 2, maar deze fenotypische variatie was afwezig in rode kolonies 
van dezelfde stam als ook in een controle stam zonder fenotypische variatie. 
Alle rode kolonies hadden ica verloren en daarmee de mogelijkheid om biofi lms 
te vormen, in tegenstelling tot de zwarte kolonies van dezelfde stam. Real-time 
PCR analyse van icaA wees op een reductie van het copy number van dit gen 
in kweken met fenotypische variatie, welke kwantitatief correleerde met de mate 
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van fenotypische variatie op Congo Red Agar platen en de verdeling van de 
electroforetische mobiliteit. Opvallenderwijs was het verlies van ica onomkeerbaar 
en onafhankelijk van de aanwezigheid van het mobile genetische element IS256, 
wat duidt op een nieuw mechanisme van fenotypische variatie in klinische S. 
epidermidis stammen.
Fenotypische variatie in S. epidermidis met betrekking tot het slijm gerelateerde 
ica-operon resulteert in heterogeniteit ten aanzien van oppervlakte eigenschappen 
van individuele bacteriën in reinkweken. We hadden gevonden in hoofdstuk 2 dat 
klinische S. epidermidis isolaten onomkeerbaar en onafhankelijk van IS256 hun 
ica-gen verloren hadden. In hoofdstuk 3 hebben we de rol van LexA en RecA 
in deze onomkeerbare switch van een ica-positief naar een ica-negatief fenotype 
in klinische S. epidermidis isolaten onderzocht. In S. epidermidis stammen die 
met hoge frequentie switchen werden spontane mutaties in lexA gevonden die 
resulteerden in deregulering van recA expressie, zoals aangetoond middels real-
time PCR. RecA was betrokken bij genetische deleties en herrangschikkingen. 
We poneren een model voor een nieuw mechanisme van fenotypische variatie in 
klinische S. epidermidis isolaten. Dit is de eerste beschrijving van S. epidermidis 
stammen die onomkeerbaar veranderen van ica-positief naar een ica-negatief 
fenotype door middel van spontane deleties van het icaADBC operon, wat een 
nieuw mechanisme van fenotypische variatie inhoudt.
S. epidermidis is berucht vanwege biofi lm vorming op medische implantaten 
en een nieuwe aanpak om S. epidermidis biofi lms te voorkomen en doden is 
gewenst. In hoofdstuk 4 werd het effect van kaneelolie op planktonische en 
biofi lm gekweekte S. epidermidis stammen bestudeerd. In eerste instantie 
werd de gevoeligheid voor kaneelolie in planktonische kweken vergeleken met 
veelgebruikte antimicrobiële middelen: chloorhexidine, triclosan en gentamicine. 
De minimale remmende concentratie (MIC) van kaneelolie, gedefi nieerd als de 
laagste concentratie waarbij geen zichtbare groei optrad, en de minimale biocide 
concentratie (MBC), de laagste concentratie waarbij 99,9% van alle bacteriën 
gedood worden, werden bepaald door middel van de “microbroth dilution method” 
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en uitplaten op agar medium. Een schaakbord methode werd gebruikt om eventuele 
synergie tussen kaneelolie en de geteste antimicrobiële middelen te evalueren. 
Het effect van kaneelolie op biofi lm vorming werd bestudeerd in 96-well platen 
en m.b.v. confocale laser scanning microscopie (CLSM). Biofi lm gevoeligheid 
werd bepaald m.b.v. een metabole MTT test. Real-time PCR werd gebruikt om het 
effect van sub-MIC concentraties van kaneelolie op de expressie van het biofi lm 
gerelateerde icaA-gen te bestuderen. Kaneelolie had een antimicrobiële activiteit 
tegen zowel planktonische als biofi lm gekweekte S. epidermidis. Er zat maar een 
klein verschil tussen de planktonische en biofi lm MIC, variërend van 0.5-1% en 
1-2%, respectievelijk. CLSM plaatjes toonden aan dat kaneelolie in staat is om 
biofi lms los te maken van het oppervlak als ook te doden. Kaneelolie is dus een 
effectief antimicrobieel middel om S. epidermidis biofi lms te bestrijden.
De invloed van het ica-operon van S. epidermidis stammen op de hydrofobiciteit 
van het celoppervlak, thermodynamica van aanhechting en biofi lm vorming is 
geëvalueerd in hoofdstuk 5. Lifshitz-Van der Waals en zuur-base oppervlakte 
vrije energieën van het bacteriële en TC-PS (weefselkweek polystyreen) 
oppervlak werden bepaald door middel van randhoekmetingen. Biofi lm vorming 
werd bestudeerd middels kristalviolet kleuringen. Ica-positieve stammen waren 
meer hydrofoob doordat ze een kleinere elektron-donerende oppervlakte vrije 
energie parameter hadden dan ica-negatieve stammen. Interactie tussen ica-
positieve stammen en het oppervlak van TC-PS was energetisch gunstig (∆G<0), 
in tegenstelling tot de interactie van ica-negatieve stammen met TC-PS, welke 
energetisch niet gunstig (∆G>0) waren. Overeenkomstig werd meer biofi lm 
gevormd door ica-positieve stammen dan door ica-negatieve stammen, hoewel 
CLSM analyse aantoonde dat het slijm niet noodzakelijkerwijs betrokken was bij 
het contact met het TC-PS oppervlak.
S. epidermidis produceert een polysacharide intercellulaire adhesine (PIA) dat 
bacteriële aggregatie en kolonisatie van biomaterialen veroorzaakt en waarvan 
de productie gecodeerd ligt in het icaADBC operon. Ica-expressie is afhankelijk 
van omgevingsfactoren waaronder het biomateriaal en antibiotica. Hoofdstuk 6 is 
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erop gericht om biofi lm vorming en ica-expressie te evalueren van vier klinische S. 
epidermidis isolaten op verschillende biomaterialen die gebruikt worden bij totale 
knie en heup vervanging (polyethyleen: PE, polymethylmethacrylaat: PMMA, en 
roestvrij staal: SS). Daarnaast werd ica-expressie in biofi lms op de verschillende 
materiaal oppervlakken gerelateerd aan de gevoeligheid van de biofi lm voor 
gentamicine. Ica-expressie, geanalyseerd m.b.v. real-time RT-PCR, was het 
hoogst op PE, wat ook bleek uit de vorming van een grotere hoeveelheid slijm 
op PE bepaald met CLSM. Biofi lm vorming van S. epidermidis was het meest 
prominent op SS, met een verminderde slijmproductie ten opzichte van PE. 
Ica-expressie en slijmproductie was het laagst op PMMA. Na 3 uur groei in de 
aanwezigheid van gentamicine van 24-uur oude biofi lms bleken biofi lms op PE 
het minst gevoelig voor gentamicine in vergelijking met biofi lms op de andere 
materialen, naar wij aannemen door een verhoogde ica-expressie. Verhoging van 
de gentamicine concentraties verminderde de metabole activiteit van de biofi lms 
op alle materialen. Er wordt geconcludeerd dat biomateriaal-geïnduceerde ica-
expressie niet correleert met de mate van biofi lm vorming, maar de bacteriën 
in de biofi lms beschermt tegen antibiotica. Wanneer de behandeling met 
antibiotica eenmaal begonnen is, induceert de aanwezigheid van antibiotica ook 
slijmproductie. Als de concentratie van antibiotica hoog genoeg is zal er celdood 
optreden. Deze resultaten suggereren dat biomateriaal-gerelateerde infecties 
van orthopedische implantaten veroorzaakt door S. epidermidis, mogelijk op PE 
moeilijker te bestrijden zijn dan op PMMA of SS.
Alle resultaten van dit proefschrift worden besproken in hoofdstuk 7. Hier 
bieden we een verklaring voor de observatie dat een groot deel van de klinisch S. 
epidermidis isolaten van biomateriaal gerelateerde infecties ica-negatief blijken 
als ze eenmaal planktonisch gegroeid worden. Daarnaast blijkt gentamicine en 
kaneelolie een co-regulator van ica-expressie en slijm productie in S. epidermidis 
isolaten naast het biomateriaal oppervlak. Als gevolg hiervan wordt voorgesteld 
om een gemodifi ceerd biomateriaal te maken dat geen ica-expressie induceert en 
biofi lm vorming en antibiotica resistentie van staphylococcen vermindert.

